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A proteína ZapA está envolvida na divisão celular bacteriana. Diversos elementos 
celulares se organizam em um determinado momento do ciclo celular com a finalidade de 
dividir uma única célula bacteriana em duas células filhas. Para que esta divisão ocorra, 
parede e envelope celular alteram sua direção para criar um septo, guiado por um complexo 
macromolecular denominado divisomo. A separação destas células filhas é assessorada pela 
constrição de uma estrutura medial, no formato de anel, por isso denominada anel Z. Este anel 
é formado por polímeros de FtsZ, uma homóloga de tubulina que se polimeriza na forma de 
protofilamentos, que por sua vez, organizam-se na forma de feixes, que se conectam em uma 
estrutura circular. A formação do anel Z é um evento chave, e interconecta diversas proteínas 
envolvidas na divisão celular. 
O local e o tempo em que esta divisão ocorre devem ser finamente regulados, a 
fim de evitar a formação de células filhas afuncionais. Ela deve ocorrer na região medial, 
apenas depois que todos os componentes celulares já se duplicaram e segregaram para seus 
respectivos polos.  Dentre as proteínas que interferem neste processo, existem aquelas 
envolvidas na regulação/síntese de parede celular e as proteínas moduladoras do anel Z. As 
moduladoras estimulam ou inibem a formação do anel Z, de acordo com a necessidade espaço 
temporal da célula. 
ZapA (Z ring associated protein A) estabiliza interações laterais de 
protofilamentos de FtsZ, auxiliando-os na formação de uma estrutura circular continua, o anel 
Z. Embora a ZapA tenha sido descoberta em 2002, pouco se sabe sobre os mecanismos 
moleculares de sua interação com FtsZ e de que forma ela estabiliza os protofilamentos. Para 
melhor compreender o papel da ZapA neste processo, realizamos estudos estruturais da 
proteína ZapA de G. stearothermophilus, nos quais resolvemos sua estrutura por RMN e 
realizamos modelagem molecular do complexo FtsZ-ZapA. Estudamos a natureza da 
interação através de técnicas como calorimetria (ITC), que nos indicou uma baixa constante 
de associação e através de co-purificações de FtsZ com ZapA selvagem e mutantes, 
auxiliando no entendimento da importância de cada um dos resíduos de aminoácido mutado 
em questão. Foi identificada uma possível região de interação entre estas proteínas, na qual a 
hélice H3 e a região N-terminal (serina 13) de FtsZ teriam um importante papel, assim como a 
hélice H1 de ZapA. O entendimento de todo o processo da divisão celular é de grande valia 
pois pode ser utilizado como base para o desenvolvimento de uma nova classe de antibióticos, 





The ZapA protein is involved in bacterial cell division. Several cellular elements 
are organized at the right time of the cell cycle in order to divide a single bacterial cell into 
two daughter cells. For this division to occur, the cell wall and cell envelope create a septum, 
guided by a macromolecular complex called divisome. The separation of the daughter cells is 
assisted by the constriction of a ring-shaped structure, the Z ring. This ring is formed by FtsZ 
polymers, a tubulin homolog that polymerize into protofilaments, which in turn, are organized 
in bundles, which are connected in a circular structure. The Z ring formation is a key event, 
and interconnects several proteins involved in cell division. 
The place and the time of this division have to be finely regulated, in order to 
prevent the formation of nonfunctional daughter cells. It must occur in the medial region, only 
after all the cellular components have already doubled and segregated to their respective 
poles. Among the proteins that interfere in this process, there are those involved in the 
regulation / synthesis of cell wall and proteins that modulate the Z ring. These modulators act 
by stimulating or inhibiting the Z ring formation, according to the cell requirement. 
ZapA (Z ring associated protein A) stabilizes lateral interactions of protofilaments 
of FtsZ, assisting in the Z ring formation. Although ZapA was discovered in 2002, the 
molecular mechanisms of their interaction with FtsZ and how it stabilizes its protofilaments 
are not clear. To better understand the role of ZapA in this process, we conducted structural 
studies of ZapA protein from G. stearothermophilus, by solving its structure by NMR and 
performing computational molecular docking of the FtsZ-ZapA complex. We studied the 
nature of the interaction by techniques such as calorimetry (ITC), which indicated the low 
association constant, and by co-purification assays between FtsZ and ZapA (wild type and 
mutants), aiding in the understanding of the importance of each amino acid residue mutated. 
We have identified a possible interaction area between these proteins in which the helix H3 
and N-terminal region (serine 13) of FtsZ have an important role as well as the H1 ZapA 
helix. The understanding of the whole process of cell division is of great value, and can be 
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1.1 A divisão celular bacteriana 
A reprodução mais comum em bactérias é a assexuada, por fissão binária. A 
divisão de uma única célula em duas células filhas é auxiliada por um complexo 
macromolecular denominado Divisomo. Ele se inicia com a polimerização de FtsZ, formando 
o anel Z (Fig. 1) (Adams & Errington, 2009), uma estrutura dinâmica e finamente controlada  
(Harry et al, 2006). O anel Z gera a força contrátil, além de recrutar grande parte das proteínas 
parceiras que serão necessárias para a divisão, e sem ele não ocorre à divisão bacteriana 
(Osawa et al, 2008). Outras proteínas se associam e modulam o anel Z afetando sua dinâmica, 
ancorando o complexo à membrana celular ou recrutando outras proteínas assessoras, como 
as proteínas transmembranares envolvidas na síntese de peptídeoglicano, necessário para o 
crescimento da parede celular e, portanto, indispensáveis que a divisão ocorra. No início da 
divisão, a parede e o envelope celular são reorientados para que a célula se alongue para 
posterior separação (Osawa et al, 2008).  
 
Figura 1 – O anel Z. 
 
A) Anéis Z visualizados a partir de microscopia 3D de super resolução (3D SIM). As células foram 
coradas com o marcador FM4-6 para visualização da membrana (em vermelho), em verde 
observamos FtsZ, que foi expressa ligada a GFP. As setas apontam para anéis Z em constrição 





FtsZ é uma proteína citoesquelética, uma homóloga bacteriana da tubulina 
eucariótica. Estas proteínas apresentam baixa similaridade em suas sequências primárias, 
entretanto possuem enovelamentos semelhantes (Fig. 2A). Ela é conservada em Eubactérias, 
muitas Archaeas, todos os cloroplastos e algumas mitocôndrias primitivas (Erickson et al, 
2010). Diferente da tubulina, cuja unidade de polimerização é um heterodímero (α e β 
tubulina), os protofilamentos são formados por monômeros de FtsZ. Sua molécula é dividida 
em dois domínios globulares, C e N terminais, que são separados ao meio pela hélice H7 
(Löwe & Amos, 1998).  No extremo N-terminal de FtsZ existe uma região desestruturada que 
contém aproximadamente 10 resíduos de aminoácidos. No extremo C-terminal de FtsZ 
existem duas regiões, a CTT, seguida pelo CTV. CTT (C-terminal Tail) é bastante conservada 
e já foi descrita como alvo de diversas proteínas parceiras de FtsZ. (Buske & Levin, 2012; 
Oliva et al, 2004; Erickson et al, 2010). O CTV ( C-terminal variable), uma região variável 
cujas propriedades de seus aminoácidos parece interferir na interação com proteínas parceiras 
(Buske & Levin, 2012). A interface entre duas moléculas de FtsZ ocorre entre o C-terminal de 
um monômero, e a região N-terminal da molécula seguinte. Monômeros se conectando desta 
forma (cabeça cauda), organizam-se em protofilamentos, que se associam lateralmente na 
forma de feixes (Fig. 2B). Esta associação é assessorada por proteínas moduladoras positivas 






Figura 2 – A proteína FtsZ e sua polimerização 
A) Comparação da estrutura quaternária de tubulina e FtsZ. A esquerda observa-se a unidade de 
polimerização da tubulina humana (heterodímero: α e β tubulina) e a direita, o homodímero de FtsZ. 
Modificado de (Bisson Filho, 2009). B) Representação da associação longitudinal dos monômeros de 
FtsZ, formando protofilamento e da associação dos protofilamentos de FtsZ na forma de feixes. Em 






A polimerização da GTPase FtsZ é modulada por sua ligação a GDP/GTP 
(Mukherjee & Lutkenhaus, 1998). Os resíduos de aminoácidos de FtsZ carregados 
positivamente, que compõem o sítio de ligação ao GTP (negativo), estão localizados na região 
N-terminal de FtsZ. O monômero de FtsZ se liga a este nucleotídeo, mas não é capaz de 
hidrolisá-lo. À medida que uma nova molécula de FtsZ é incorporada, o GTP é encaixado 
entre as duas subunidades. Só então ocorre a inserção da alça T7 ao sítio de hidrólise, uma 
vez que esta alça está localizada na região C-terminal da subunidade superior. Nela, existem 3 
resíduos conservados (N207, D209 e D212) que desempenham um papel crítico na hidrólise 
do GTP (Erickson et al, 2010; Scheffers et al, 2002; Redick et al, 2005; Matsui et al, 2014) 
(Fig. 3).  
Acredita-se que ocorram mudanças conformacionais em FtsZ que dependem do 
tipo de nucleotídeo ao qual ela está ligada, GTP e GDP estimulam, respectivamente, a 
formação e a desestabilização do polímero. Dados obtidos em uma simulação molecular 
sugerem que em presença de GTP, o dímero fica mais rígido e que o dímero de FtsZ-GDP é 
mais curvo do que reto (Hsin et al, 2012; Matsui et al, 2014). Analisada por dinâmica 
molecular, a hélice H7 parece ter um papel de interruptor molecular para a troca do 
nucleotídeo (Hsin et al, 2012; Matsui et al, 2014) 
 
Figura 3 - Sítio de ligação ao GTP em FtsZ 
Estrutura de FtsZ de S. Aereus, ligado ao GTP (esquerda), GDP (centro) e a sobreposição de ambas. 









Anterior à organização dos feixes na forma de anel Z, existem vários estágios 
intermediários, formados com auxílio de outras proteínas. Um deles é a formação de hélices, 
que já foram descritas em FtsZs filogeneticamente distantes e por isso acredita-se que se trate 
de um mecanismo comum [10-16]. Hélice e anel se inter-convertem de forma espontânea, até 
que a primeira seja estabilizada como anel coerente (Dajkovic et al, 2010). O mutante termo-
sensível de FtsZ (ts1) apresenta, quando em temperatura não permissiva (49°C), septos 
anormais incapazes de se dividirem. Estes septos não são formados por anéis coerentes de 
FtsZ, mas sim por outras estruturas, como as hélices (Monahan et al, 2009). Estabilizantes da 
interação lateral dos protofilamentos de FtsZ, como ZapA e o íon Cálcio, auxiliam a transição 
de hélice para anel, restaurando o septo normal do mutante de FtsZ (ts1) em temperatura não 
permissiva (Monahan et al, 2009) (Fig. 4). 
 
Figura 4 – Estruturas intermediárias entre o monômero e o anel Z.  
As imagens de A-E foram realizadas por microscopia de contraste de fase, com o mutante de B. 
subtilis FtsZ(ts1). A) septo normal (a direita, indicado pela seta vazia) e o septo anormal (seta 
preenchida). “B” e “D”) septos anormais formados em temperatura não permissiva (49 °C). “C” e “E”) 
Final da divisao celular, celulas filhas quase separadas. As imagens de F foram realizadas por 
microscopia de imunofluorescência. A seta vazia indica um septo normal e as setas preenchidas 
apontam para septos anormais. G, H e I destacam, respectivamente, as formas: anel Z coerente, 
hélice e arco. J) Esquema de modelo proposto por (Dajkovic et al, 2010) no qual ZapA atuaria 





1.2 Moduladores e Parceiros de FtsZ 
As proteínas moduladoras regulam o local e o momento exato que o anel Z deve 
ser formado na célula. Estes moduladores podem ser positivos ou negativos. Os moduladores 
positivos agem concentrando FtsZ na membrana, interligando protofilamentos, facilitando 
e/ou estabilizando interações laterais entre os protofilamentos, enquanto os moduladores 
negativos agem sequestrando monômeros de FtsZ individualmente ou inibindo o crescimento 
do polímero (Adams & Errington, 2009). Ambos moduladores agem como “cabos de guerra”, 
e a força resultante faz com que o anel Z seja ou não formado.  
Os moduladores negativos são compostos por 2 sistemas principais: o sistema 
Min (Bacillus e E. coli) e o sistema Noc (Bacillus) ou SlmA (E. coli). O sistema Min é 
formado pelas proteínas MinC, MinD, e em E. coli MinE, e é responsável por impedir que a 
divisão celular ocorra nos polos, o que levaria à formação de duas células filhas de tamanhos 
diferentes: uma maior, com grande parte do conteúdo celular e outra menor, anucleada. MinC 
se liga à FtsZ e MinD as ancora junto à membrana (Lutkenhaus, 2007; Blasios et al, 2013; 
Rothfield et al, 1999; H I Adler, 1967). Em B. subtilis, existe uma terceira proteína, EzrA, que 
se liga à FtsZ e a ancora à membrana, também impedido que a divisão ocorra nos polos 
(Adrian D. Land, Qingwei Luo, 2014), além de DivIVA, que regula o sistema Min. Já o 
segundo sistema, SlmA ou Noc, impede que o anel Z se forme sobre os nucleóides por ligar-
se à FtsZ e ao DNA. Este sistema acelera a desmontagem do polímero (Ortiz et al, 2015; 
Adams et al, 2015; Cabré et al, 2015; Bernhardt & De Boer, 2005). Recentemente foi 
descoberto o peptídeo MciZ, expresso apenas na esporulação, que se liga ao C-terminal de 
FtsZ causando potente inibição de sua polimerização (Handler et al, 2008; Bisson-Filho et al, 






Figura 5 – Moduladores negativos de FtsZ 
Esquema representando os moduladores negativos de FtsZ em B. subtilis. Os sistemas Noc e Min,  
previnem, respectivamente, a formação do anel Z (circulo verde) sobre o nucleóide e nos polos. A 
proteina DivIVA atua como regulara do sistema Min (Lutkenhaus et al, 2012). 
 
 1.3 A proteína ZapA 
ZapA (Z ring associated protein A) foi descoberta na busca por genes capazes de 
reverter a letalidade causada pela super expressão do modulador negativo MinD (Gueiros-
Filho & Losick, 2002). ZapA é amplamente conservada em bactérias (Small et al, 2007), in 
vivo, ela se co-localiza com o anel Z, estabilizando interações laterais entre os protofilamentos 
de FtsZ (Buss et al, 2013; Gueiros-Filho & Losick, 2002; Monahan et al, 2009). Em células 
de B. subtilis, o composto BT-benzo 29, inibidor da formação do anel Z, perturba a 
localização de algumas parceiras de FtsZ, entre elas ZapA (Ray et al, 2015), evidenciando a 





In vitro, na ausência de GTP, ZapA estimula a polimerização de FtsZ, mas esta 
polimerização é ainda maior na presença de ambos (Gueiros-Filho & Losick, 2002). Em B. 
subtilis, ZapA não é considerada essencial, uma vez que sua deleção não inviabiliza a 
sobrevivência celular (Gueiros-Filho & Losick, 2002), provavelmente por existirem muitas 
proteínas reguladoras e pelo anel Z ser resultado da somatória de proteínas que o estabilizam 
e que o desestabilizam. Contudo, a ausência de ZapA, associada a depleção artificial dos 
níveis de FtsZ; ou a ausência de EzrA ou DivIVA, bloqueia a divisão e causa morte celular. 
Em E. coli, a deleção de ZapA em células na fase exponencial inviabilizou a sobrevivência 
destas células. Quando analisada por microscopia de fluorescência, a ausência de ZapA fez 
com que um terço das células apresentassem padrão de fluorescência de FtsZ no formato de 
hélices, ao invés de anéis Z coerentes (Dajkovic et al, 2010), indicando que ZapA teria um 
papel importante na estabilização destes anéis. 
O mutante de FtsZ (ts1), descrito acima, foi utilizado como ferramenta para 
elucidar o papel de ZapA na transição hélice – anel. Este mutante de B. subtilis foi descrito 
por formar filamentos termo sensíveis (Nukushina, J.I. and Y. Ikeda, 1969). Em altas 
temperaturas, eles apresentam defeitos na interação lateral de seus protofilamentos, que os 
impedem de formar o anel Z coerente, e limitam-se ao estado intermediário de hélice. Este 
mutante possui duas substituições, A240V e A278V, sendo a primeira responsável pela 
termo-sensibilidade e a segunda necessária para a estabilidade da molécula em baixas 
temperaturas. A super expressão de ZapA  reverte o fenótipo deste mutante a 49°C 
(temperatura não permissiva), promovendo a transição hélice – anel (Monahan et al, 2009), 
provavelmente por estimular associação lateral de FtsZ; in vitro, altas concentrações do íon 
cálcio produzem efeito similar (Monahan et al, 2009; Michie et al, 2006). É proposto que, ao 
estabilizar a estrutura dos polímeros de FtsZ em anéis coerentes, ZapA aumentaria a energia 
necessária para que estes se inter-convertam em hélices (Fig. 4J), formando por isto mais 
septos normais (Dajkovic et al, 2010); sugerindo a importância de ZapA no processo de 
formação de anéis Z maduros.  
Apesar de ZapA estimular interações laterais em filamentos de FtsZ tanto em E. 
coli quanto em B.subtilis, existem divergências em como isto ocorre em cada um destes 
microrganismos. A concentração de ZapA em E.coli é a mesma que a de FtsZ (5 µM), e em 
B. subtilis, ela é aproximadamente 20 vezes menor que a de FtsZ (250 nM). Em E.coli, foram 
descritas várias outras Zaps, como ZapB, ZapC, ZapD e ZapE. ZapB parece estar envolvida 
na segregação cromossomal. Ela interage com ZapA e com MatP, uma proteína que se liga ao 





elas interagem diretamente com FtsZ, como demonstrado por experimentos de duplo híbrido, 
e in vitro, elas também induzem a formação de feixes de FtsZ (Hale et al, 2011; Durand-
Heredia et al, 2012). ZapE é uma ATPase que não tem função correlacionada com as outras 
Zaps, ela é recrutada pelo anel Z no estágio final da divisão celular, e está relacionada a 
constrição deste anel (Marteyn et al, 2014). 
  
1.4 A relação estrutura-função em ZapA 
A estrutura cristalográfica da proteína ZapA de P. aeruginosa revelou a 
associação de dois dímeros através de uma extremidade C-terminal coiled coil formando um 
tetrâmero antiparalelo (Fig. 6) (Low et al, 2004). In vitro, ZapA apresenta um equilíbrio entre 
sua forma dimérica e tetramérica, fortemente correlacionado com sua concentração, que 
quando elevada leva à formação de grandes oligômeros (Low et al, 2004). 
A proteína ZapA de P. aeruginosa, de 11.6 kDa, utilizada para determinação das 
estruturas possui 104 resíduos de aminoácidos. Os resíduos de 6 a 96 e de 5 a 95, podem ser 
observados nas duas unidades assimétricas dos dímeros antiparalelos que compõe o tetrâmero 
(Fig. 6B). O monômero, segundo o diagrama de fitas, consiste em uma pequena folha β 
antiparalela N-terminal contendo duas fitas β (β1 – resíduos de 7 a 11 e β2 – resíduos de 14 a 
18). Paralela à folha β, observa-se uma hélice à esquerda, H1 (resíduos de 24 - 45) e 
perpendicular a esta última projetam-se, a partir do resíduo 50, 45 a 46 resíduos de 
aminoácidos (dependendo da subunidade) da hélice H2, constituindo a região C-terminal de 
ZapA (Fig. 6A) (Low et al, 2004). 
 
Figura 6 - Estrutura da proteína ZapA de P. aeruginosa (PDB 1W2E).  
A) Diagrama de fitas do monômero de ZapA B) Diagrama de Fitas do Tetrâmero ZapA; dímero AB 
feito por simetria não cristalográfica e dímero CD, feito por simetria cristalográfica (A e C 












O dímero de ZapA deve ser capaz de se ligar a duas moléculas de FtsZ in vivo, 
enquanto o tetrâmero, a quatro moléculas; onde cada subunidade ou interface de ZapA se liga 
a um sítio de ligação de FtsZ. ZapA se liga a dois monômeros de FtsZ e acredita-se que ela 
aja como uma ponte (reticulação), formando um elo de ligação entre dois protofilamentos 
(Fig. 7). Estima-se que a concentração de ZapA de B. subtilis no anel Z seja de 5% da 
concentração de FtsZ, o que significaria que ZapA interliga monômeros de FtsZ espaçados 
por subunidades de 20 FtsZ (Low et al, 2004). 
 
Figura 7 – Possíveis formas de organização dos polímeros biológicos 
Os polímeros biológicos organizam-se de três formas diferentes: enredamento (sem auxilio de 
proteínas parceiras), reticulação (com auxílio de proteínas parceiras) ou na forma de feixes, onde 
proteínas parceiras establizam a ligação de vários protofilamentos paralelos, para então eles se 
conectarem formando ângulo concorrentes entre si. Acredita-se que ZapA esabilize os polimeros de 
FtsZ na forma de retículos. Modificado de (Dajkovic et al, 2010). 
 
Como a estrutura do complexo ZapA e FtsZ ainda não foi resolvida, os resíduos 
envolvidos nesta interação ainda não são completamente compreendidos. Ensaios de duplo 
híbrido demonstraram que apenas a região N-terminal de ZapA é capaz de interagir com FtsZ, 
ainda que a interação seja fraca (Galli & Gerdes, 2012). Para preencher esta lacuna da 
literatura, o laboratório do Dr. Frederico Gueiros Filho utilizou estratégias genéticas para 
obter um mapa da relação estrutura-função de ZapA. Foram identifdicados alguns mutantes 
de ZapA que não suprimiram o efeito tóxico de MinD, porem quando analisados por duplo 
híbrido, estes mutantes perderam sua capacidade de interagir consigo mesmo. Mapeando estes 
mutantes na estrutura cristalográfica de PaZapA (27,1 % de identidade com B. Subtilis, 38% 
de similaridade, Fig. 8), oberserva-se que em sua grande maioria, estes resíduos se encontram 
na interface entre os 2 monômeros de ZapA, a menos de 5 Å de distância de distância do 
monômero oposto, e possívelmente estão envolvidos na dimerização (dados não publicados, 







Figura 8 – Mutantes de BsZapA identificados em triagem e mapeados na estrutura de P. 
aeruginosa 
A) Os mutantes de ZapA que foram identificados por não superar a super expressão tóxica de MinD 
possivelmente por ter perdido a capacidade de dimerizar foram mapeados na estrutura de ZapA de P. 
aeruginosa (PDB 1W2W) e corados em azul, em cyan e destacado na forma de superfície está no 
resíduo N62A. B) Alinhamento entre a sequência de aminoácidos de ZapA de P. aeruginosa (PA) e B. 




 de B. subtilis foi o único mutante identificado que não não superar o 
efeito tóxico de MinD, não se co-localizar com FtsZ, apesar de continuar a interagir consigo 
mesmo (avaliado por duplo híbrido). A estabilidade deste mutante foi confirmada por 
Western Blot. Quando comparado à estrutura de ZapA de P. aeruginosa, este resíduo (N62 
em B. subtilis) está localizado em uma fenda existente na interface entre os dois monômeros 
de ZapA (Fig. 8A). No dímero de ZapA são observadas duas destas fendas que poderiam ser 
as 2 regiões de contato com cada molécula de FtsZ (dados não publicados, fornecidos pelo 





Em uma triagem genética complementar, identificou-se uma mutação em FtsZ, 
FtsZ
E91V
 (Fig. 9), capaz de restaurar a interação com o mutante ZapA
N62A
 - previamente 
identificado por perder a capacidade de interação com FtsZ selvagem. O isolamento deste 
mutante nos guia a uma possível região de interação para ZapA em FtsZ. O resíduo de ácido 
glutâmico 91 de FtsZ está localizado em sua hélice H3, uma região rica em aminoácidos 
carregados (positiva e negativamente) que podem ser muito importantes para interação 
proteica por promoverem interações eletrostáticas com resíduos de aminoácidos com cargas 
opostas (Bisson Filho, 2009). Próximo ao resíduo N62 de ZapA são encontrados 3 resíduos 
carregados (Arg30, His65 e Asp66) e um neutro Thr59, que poderiam estar participando deste 





 seria a troca de um resíduo carregado negativamente (E91) por um hidrofóbico (V), 
dando à interação um caráter hidrofóbico (V91-A62), entretanto FtsZ
E91V
 e ZapA selvagem 
também são capazes de interagir (Bisson Filho, 2009). 
 
Figura 9 – Mutante E91V de FtsZ.  





 A suposição de que a hélice H3 seja o alvo de ZapA para promover as interações 
laterais entre os protofilamentos de FtsZ é reforçada pelos seguintes pontos: (1) A hélice H3 
está disposta na face lateral de FtsZ; (2) A α e β tubulina realizam interações laterais entre 
protofilamentos de micro túbulo através da alça “M” (resíduos 271-286), localizada a porção 
da molécula e equivalente a hélice H3 de FtsZ. Experimentos in vitro indicam que ambas as 
proteínas parecem usar as mesmas regiões para estabelecer interações laterais (Nogales et al, 
1998; Downing & Nogales, 1998; Löwe & Amos, 1999). A alça M da tubulina, além de 
outros resíduos periféricos, liga-se ao taxol, fármaco antitumoral, enrijecendo os micro 
túbulos e os impedindo que realizem seu “encolhimento característico” e este mecanismo de 
ação pode ser útil na investigação de um análogo capaz de interagir com FtsZ enrijecendo 










2.1 Objetivos gerais 
 
A formação do anel Z é um evento chave para a divisão celular bacteriana. Seu 
estudo é de extrema importância, pois através dele teremos acesso aos mecanismos 
moleculares envolvidos, e estes poderão servir de base para o desenvolvimento de uma 
inovadora classe de antibióticos. Uma das grandes preocupações mundiais é o surgimento de 
bactérias resistentes aos antibióticos disponíveis no mercado, e para reverter este quadro é 
necessário conhecer mais a fundo a biologia bacteriana e utilizar este conhecimento para 
intervir e prevenir suas infecções. Com esta finalidade, os grupos dos pesquisadores Dr. 
Frederico J. Gueiros-Filho e Dra. Ana Carolina de Mattos Zeri desenvolveram juntos um 
trabalho intitulado “Combinando genética e RMN para dissecar interações proteína-proteína 
fundamentais para o funcionamento do complexo de divisão bacteriana”, no qual esta tese 
contribui com os estudos referentes à interação de FtsZ com sua moduladora positiva, a 
proteína ZapA. Nosso objetivo inicial foi resolver a primeira estrutura em solução de ZapA de 
um organismo Gram-positivo. Posteriormente, investimos na caracterização do complexo 
ZapA-FtsZ, que poderá ser utilizada para intervenções estratégicas com fins terapêuticos. Esta 
caracterização deu-se através de ensaios in vitro e de modelagem molecular.  
 
2.2 Objetivos específicos 
 
 Determinar a primeira estrutura de ZapA de um organismo Gram-positivo e 
em solução;  
 Investigar resíduos de ZapA envolvidos na interação com FtsZ, através de 
técnicas de titulação com proteína-ligante (RMN) e investigação de co-purificação de 
mutantes de ZapA com FtsZ selvagem; 
 Investigar a constante de dissociação do complexo FtsZ-ZapA por ITC; 
 Construir modelo do complexo de ZapA e FtsZ por modelagem molecular; 





3. MATERIAIS E MÉTODOS 
3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1 Plasmídeos utilizados no projeto 
 
3.1.1. Plasmídeos obtidos no início do projeto 
Os plasmídeos utilizados neste trabalho estão listados na tabela 1 
 
Tabela 1. Relação dos plasmídeos utilizados neste trabalho 
 
  
3.1.2 Mutagênese sítio dirigida de BsZapA 
 
As mutações sítio dirigidas foram realizadas utilizando como molde o plasmídeo 














pCXZ Expressão FtsZ não AMP Bacillus subtilis Não Joe Lutkenhaus
pCXZ-L69W Expressão FtsZ
L69W não AMP Bacillus subtilis L69W Petra Levin
pCXZ-E91 Expressão FtsZ
E91V não AMP Bacillus subtilis E91V Gueiros-Filho
pAB23 Expressão FtsZ
1-315 não AMP Bacillus subtilis deleção  CT Gueiros-Filho
pAB21 Expressão FtsZ
12-315 não AMP Bacillus subtilis
deleção NT e  
CT
Andréa D. S. e 
Silva
pAT20 Expressão FtsZ




pFG38 Expressão de ZapA cauda His Kan Bacillus subtilis Não Gueiros-Filho
pMN1 Expressão de ZapA
D12A cauda His Kan Bacillus subtilis D12A este trabalho
pMN2 Expressão de ZapA
Y14W cauda His Kan Bacillus subtilis Y14W este trabalho
pMN3 Expressão de ZapA
Q16A cauda His Kan Bacillus subtilis Q16A este trabalho
pMN4 Expressão de ZapA
E45A cauda His Kan Bacillus subtilis E45A este trabalho
pMN5 Expressão de ZapA
K46A cauda His Kan Bacillus subtilis K46A este trabalho
pMN6 Expressão de ZapA




N62A cauda His Kan Bacillus subtilis N62A Aaron Handler
pMN7 Expressão de ZapA





cauda His Kan Bacillus subtilis K39E, K46E este trabalho





















3. MATERIAIS E MÉTODOS 
Tabela 2. Oligonucleotídeos utilizados na reação de PCR para mutagênese sítio 
dirigida 
Direto 5' AAAACAACCGTTGCCATTTACGGCCAGC 3'
Reverso 5' GCTGGCCGTAAATGGCAACGGTTGTTTT 3'
Direto 5' TGACATTTACGGCGCGCACTTCACGATTG 3'
Reverso 5' CAATCGTGAAGTGCGCGCCGTAAATGTCA 3'
Direto 5' GAGAGAAATCAATGCAAAAAATCCATACC 3'








Direto 5' CCGTTGACATTTGGGGCCAGCACTTC 3'










5’GGA ATT GTT GAT GAT GCA ATG AGA GAA ATC 
AAT GAA GCA AAT CCA TAC CTT G 3’CCA TAC CTT 
G3’
Reverso
5’ C AAG GTA TGG ATT TGC TTC ATT GAT TTC TCT 
CAT TGC ATC ATC AAC AAT TCC3’
Direto
5’GGA ATT GTT GAT GAT GAA ATG AGA GAA ATC 
AAT GAA GAA AAT CCA TAC CTT G 3’CCA TAC CTT 
G3’
Reverso
5’ C AAG GTA TGG ATT TTC TTC ATT GAT TTC TCT 















* cálculo teórico segundo site:https://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/ 
  
A reação se deu em 3 etapas: na primeira reação de PCR, realizamos duas reações 
separadas por mutante colocando apenas um oligonucleotídeo (direto ou reverso) em cada 
tubo (Fig. 10A). Em seguida, juntamos as duas reações de cada mutante em um único tubo e 
adicionamos 1 unidade da enzima Phusion
® 
High Fidelity DNA polimerase (Fig. 10B).  Na 
última etapa, adicionamos DpnI. As reações foram transformadas em células de E. coli DH5α 




3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Figura 10 – Esquema da reação de PCR utilizada na mutagênese sítio dirigida de BsZapA.  
A) Reagentes utilizados e ciclo curto de polimerização para extensão dos oligos. B) Ciclo longo de 
polimerização e incubação com DpnI. 
  
 
3.2 Transformação de células de E. coli por choque térmico  
Descongelar uma alíquota de E. coli competente em banho de gelo e adicionar 
aproximadamente 200 ng do DNA plasmidial. Incubar por 30 minutos em banho de gelo e em 
seguida, em um banho térmico a 42°C por 1 minuto e 30 segundos. Após o choque térmico, 
adicionar 1 mL de meio LB e incubar as células por 1 hora a 37°C, para que o plasmídeo 
entre na célula e a bactéria o replique. Plaquear 100 μL da suspensão de bactérias em uma 
placa de LB contendo antibiótico necessário para seleção clonal. Incubar a placa a 37°C por 
16 horas. Para fins de replicação plasmidial ou mutagênese sítio dirigida, foram utilizadas as 
cepas de E. coli DH5-αTM (ThermoFisher Scietific) e NEB®5-α (New England BioLabs®). As 
proteínas FtsZ foram expressas em E. coli BL21 (DE3), E. coli BL21-CodonPlus®(DE3)-RIL 
(Stratagene) ou E. coli BL21(DE3) C43; a proteína GsZapA foi expressa em BL21-
CodonPlus®(DE3)-RIL (Stratagene) e BsZapA, em células de E. coli Rosetta 2-(DE3)pLysS 
(Novagem®). 
 
3.3 Expressão e Purificação de ZapA e FtsZ 
 
3.3.1 FtsZ selvagem e mutantes de Bacillus subtilis  
FtsZ foi expressa em meio LB sob adição de 0,5 mM IPTG quando as células 




3. MATERIAIS E MÉTODOS 
200 rpm. O precipitado de células foi coletado 8983 x g por 15 minutos a 4 °C. As células 
foram ressuspensas no tampão 50 mM Tris-HCl pH 8,0, 50 mM KCl, 1 mM EDTA, 10% 
glicerol, PMSF 1 mM e incubadas com 1 μg/mL de Lisozima por 30 minutos em banho de 
gelo. A lise  foi realizada por 4 ciclos de sonicação a 40% de amplitude, por 30 segundos, 
com 1 minuto de intervalo entre cada ciclo. A amostra foi então centrifugada a 4 °C, 48384 x 
g por 1h. A proteína estava presente na fração solúvel. Todas as expressões de proteína 
descritas neste trabalho seguiram este mesmo padrão de centrifugação e lise celular. 
Para experimentos de RMN e ITC, a proteína FtsZ foi purificada em duas etapas: 
(1) precipitação com (NH4)2SO4 e GTP + Ca
+2
 [19] e (2) filtração em gel, realizada na coluna 
Superdex 75 16/60 (GE Healthcare®). A corrida consumiu 1,5 volumes de coluna (180 mL). 
A cauda de Histidina foi retirada por incubação com trombina, antes da filtração em gel. O 
tampão da filtração em gel variou de acordo com o experimento, sendo descrito nas 
respectivas seções. Os demais experimentos foram realizados com FtsZ expressa no 
plasmídeo pCXZ, desprovida de cauda de Histidina e, portanto, não se fez necessária sua 
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3.3.2 ZapA selvagem e mutantes de Bacillus subtilis (BsZapA) 
A expressão foi realizada em meio LB sob adição de 0,5 mM IPTG quando as 
células apresentavam uma D.O.600 0,8, por 16 h a 18 °C e agitação de 200 rpm. As 
centrifugações e lise celular foram realizadas como descrito no item 3.3.1, exceto pelo tampão 
de lise, composto pelo tampão de carregamento da cromatografia de afinidade, acrescido de 
PMSF 1 mM e Lisozima 1 μg/mL. 
A purificação em uma única etapa cromatográfica de afinidade à resina Ni-NTA 
Qiagen
®
, utilizando o tampão de carregamento 50 mM Hepes pH 7,0, 500 mM KCl ou 50 
mM Tris-HCl pH 8,0, 50 mM KCl, glicerol 10%; e como tampão de eluição, o tampão de 
carregamento acrescido de 1M de imidazol. O imidazol foi retirado em uma coluna PD-10 
desalting (GE Healthcare
®
), onde se trocou o tampão pelo tampão de carregamento ou por um 
tampão diferente, descrito na técnica em que ele foi utilizado. 
 
3.3.3 ZapA de Geobacillus stearothermophilus (GsZapA) 
A proteína ZapA foi expressa em três meios diferentes: (1) para experimentos em 
que ZapA foi utilizada sem marcação isotópica, ela foi expressa em meio LB sob adição de 
0,5 mM IPTG quando as células apresentavam uma D.O.600 0,8, por 4 h a 34 °C e agitação de 






C, utilizou-se o meio mínimo M9 com 
adição de 0,5 mM IPTG quando as células apresentavam uma D.O.600 0,8, por 16 h a 25 °C e 




N, foi utilizado 
um meio mínimo suplementado de vitaminas (Weber DJ, Gittis AG, Mullen GP, 
Abeygunawardana C, Lattman EE, 1992) mediante adição de 0,5 mM IPTG a uma D.O.600 
0,8, por 16 h a 25 °C e agitação de 200 rpm. As centrifugações e lise celular foram realizadas 
como descrito no item 3.3.1, exceto pelo tampão de lise, composto pelo tampão de 
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A purificação desta proteína foi realizada em três etapas cromatográficas: 
afinidade, troca iônica e filtração em gel. A afinidade foi realizada com a coluna HisTrap FF 5 
mL (GE Healthcare
®
) com fluxo de 1 mL por minuto sendo o Tampão A (20 mM Tris, 20 
mM imidazol, 500 mM NaCl, pH 7,9) e o Tampão B semelhante ao A, entretanto acrescido de 
1 M de imidazol. O gradiente de 0 a 100% de Tampão B foi realizado em 10 volumes de 
coluna. Com o auxílio de uma coluna PD-10 desalting (GE Healthcare
®
), trocou-se o tampão 
da proteína obtida na cromatografia de afinidade para 50 mM fosfato de sódio pH 6,1. A 
proteína foi incubada com trombina por 16 h, sob agitação, a 4 °C, a fim de clivar a cauda de 
Histidina. A troca iônica ocorreu na coluna MonoQ 1 mL, o tampão de ligação TPA foi 50 
mM fosfato de sódio pH 6,1 e o de eluição (TPB) 50 mM fosfato de sódio e 1 M NaCl pH 
6,1. O gradiente de 0 a 100% de TPB foi realizada em 10 volumes de coluna. A filtração em 
gel foi realizada na coluna Superdex 75 16/60 (GE Healthcare
®
) em tampão 50 mM fosfato de 
sódio, 50 mM KCl pH 6,8. A corrida durou 1,5 volumes de coluna (180 mL).  
 
3.4 Resolução da estrutura de GsZapA por RMN 
Os dados foram adquiridos a 298 K nas centrais de Ressonância Magnética 
Nuclear do Laboratório Nacional de Biociências – LNBio/CNPEM e da University of 
Queensland, Austrália, equipados com espectrômetros de 600 e 900 MHz, respectivamente, 
ambos acoplados a uma crio sonda. Amostras consistiram de 300 µL de uma solução 300 µM 
de GsZapA, em tampão 50 mM fosfato pH 6,8, 50 mM KCl. Os experimentos padrão de 
ressonância tripla  (Sattler, M., Schleucher, J. and Griesinger, C., 1999) foram adquiridos de 
acordo com a técnica NUS (Maciejewski et al, 2009), em que se otimiza a aquisição de dados 
no espectrômetro de tal forma que uma quantidade menor de FIDs (Free Induction decay) são 
coletados, diminuindo o tempo do experimento sem diminuir a qualidade dos dados, uma vez 
que os dados adquiridos são representativos de toda a amostra. O menor tempo necessário 
para aquisição de dados significa não apenas agilidade e melhor uso das amostras, mas 
também economia, uma vez que o tempo de máquina nestes equipamentos é muito caro. 
Para experimentos utilizados na resolução estrutural de GsZapA, foram realizadas 




N, de forma que os spins destes núcleos 
possam agora ser identificados pelo espectrômetro. O átomo 
1
H possui alta abundância 
natural e, portanto, não precisa ser incorporado artificialmente. Para assinalamento da cadeia 











C-ARO-NOESY, HNCO e HNCACO 
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O assinalamento dos resíduos foi realizado no programa SPARKY (Kneller & 
Kuntz, 1993) e confirmado no NMRView (Johnson & Blevins, 1994) e o cálculo estrutural no 
CYANA (Güntert, 2004). A aquisição de dados em um espectrômetro de 900 MHz localizado 
na Austrália foi possível graças à concessão da bolsa BEPE pela FAPESP. Os experimentos 
de NOESY-filtrado e os cálculos estruturais foram realizados no Departamento de RMN do 
LNBio/CNPEM. 
 
3.5 Mapeamento dos resíduos de GsZapA envolvidos na interação com 
FtsZ por RMN 
A proteína FtsZ foi utilizada na titulação da ZapA através de experimento de 
TROSY-NHSQC (Cavanagh et al, 2007). Para este experimento, FtsZ foi expressa em meio 




N. O isótopo de 
hidrogênio 
1
H é predominante na natureza e contempla mais de 99,9% dos hidrogênios 
disponíveis; este isótopo pode ser visualizado no espectrômetro de RMN por possuir spin ½. 
O isótopo 
2
H também tem spin diferente de zero, mas sua frequência de ressonância é 
diferente do 
1
H, e é utilizado para substituir alguns 
1
H e simplificar os espectros de 
ressonância tripla. 
Devido ao alto peso molecular do complexo, e principalmente de FtsZ, apenas 
pequenas concentrações de FtsZ puderam ser adicionadas à GsZapA, pois maiores 




N-GsZapA a 50 µM foi 
utilizada como referência, enquanto FtsZ não marcada foi adicionada nas concentrações: 10 
µM, 25 µM, 50 µM, 100 µM e 200 µM. Estas duas últimas concentrações não foram 
consideradas no mapeamento da interação entre estas proteínas, pois os sinais dos resíduos de 
GsZapA desapareceram. 
 
3.6 Modelagem molecular do complexo FtsZ-ZapA 
A modelagem do complexo ZapA-FtsZ foi realizada com a estrutura de GsZapA 
resolvida neste trabalho (e depositada no PDB com o código 2MMV) e a estrutura de FtsZ 
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O programa de modelagem molecular MADock pontuou diversas possibilidades 
de interação entre as moléculas, tais como: atração/repulsão entre aminoácidos carregados, 
interação hidrofóbica, impedimento estérico (levando-se em consideração o raio de cada 
resíduo), presença de sulcos ou protuberâncias nas moléculas, de moléculas de água e a 
interferência do solvente. Os resíduos de ZapA identificados na titulação com FtsZ por RMN, 
assim como os resíduos E91 de FtsZ e N62 de ZapA (identificados pelo grupo do Dr. 
Frederico Gueiros-Filho, IQ-USPSP) orientaram a simulação. Estas análises foram realizadas 
em colaboração com os pesquisadores Dr. Rodrigo Vargas Honorato e Dr. Paulo Sérgio 
Lopes de Oliveira, membros do laboratório de Bioinformática do LNBio-CNPEM. 
 
3.7 Dicroísmo circular (CD) 
Ensaio realizado com a finalidade de comparar as estruturas secundárias de ZapA 
selvagem e mutantes. Utilizou-se o equipamento J-810 (JASCO) acoplado a um sistema 
interno de controle de temperatura (Peltier Type Control System PFD 425S – JASCO) e as 
medidas foram realizadas à temperatura constante de 20 °C em uma cubeta de quartzo de 1 
mm de caminho óptico. Os dados foram registrados no programa Spectra Manager
®
 
(JASCO). Para cada amostra, foram coletadas 10 acumulações, de acordo com os parâmetros 
a seguir: faixa de 260 nm a 200 nm; velocidade 100 nm/s, Data pitch 0,5 nm; D. I. T. 4 
segundos; Bandwidth 2 nm. Cada proteína foi diluída em água até a concentração de 5 µM e 
ao seu espectro foi subtraido o valor da referência, que corresponde ao espectro do tampão na 
mesma diluição que a proteína. 
 
3.8 Titulação das proteínas GsZapA e FtsZ por ITC 
A titulação foi realizada no calorímetro MicroCal iTC200, a 25 °C. A célula 
reacional foi carregada com 200 µL de FtsZ a 10 µM, enquanto que a seringa foi preenchida 
com 70 µL de GsZapA a 315 µM. Foram realizadas 16 injeções de 2,5 µL, a um fluxo de 
0,5 µL/min. Adicionalmente titulamos GsZapA com o peptídeo contendo a hélice H3 de FtsZ, 
em duas condições: (A) 315 µM de GsZapA na seringa e 10 µM do peptídeo na célula 
reacional, (B) 1 mM do peptídeo de FtsZ na seringa e 50 µM de GsZapA na célula reacional. 
Foram testadas duas condições de tampão: (1) 50 mM Hepes, 5 mM MgCl2, 100 
mM KAc pH 7,7 e (2) 50 mM MES, 100 mM KCl e 1 mM EDTA pH 6,5, sendo esta última a 
melhor condição encontrada. Os resultados apresentados neste trabalho referem-se à titulação 
de GsZapA com FtsZ selvagem (inteira) no tampão 50 mM MES, 100 mM KCl e 1 mM 
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3.9 Co-purificação entre FtsZ e His-BsZapA selvagem e mutantes  
 O sedimento de células referente a 0,25 L de indução de FtsZ, selvagem ou 
mutante, no plasmídeo pCXZ (sem cauda de Histidina) foi misturado ao sedimento de células 
de 0,5 L de indução de BsZapA selvagem ou mutantes e coletado a 8983 x g a 4 °C por 15 
minutos. Juntos, foram ressuspensos em 20 mL de tampão TKG (50 mM Tris-HCl pH 8,0, 
50 mM KCl e 10% glicerol), adicionado de PMSF 1 mM e lisozima 1 μg/mL. Foram lisados 
por sonicação e o extrato foi centrifugado a 48384 x g a 4 °C por 1 h. A fração solúvel foi 
incubada com 100 µL de resina Ni-NTA Qiagen
®
, sob agitação, a 4 °C por 1 h. A resina foi 
centrifugada a 41 x g 4 °C por 10 minutos, retirou-se a fração que não se ligou à resina e esta 
foi lavada com 100 mL de tampão TKG. As proteínas foram eluídas adicionando 400 µL 
TKG acrescido de imidazol 1 M, por 4 vezes. As frações foram analisadas por gel SDS-
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A única estrutura de ZapA resolvida no início deste trabalho provêm da bactéria 
Gram-Negativa P. aeruginosa. Entretanto esta estrutura possui baixa identidade com a ZapA 
de B. subtilis, organismo modelo para bactérias Gram-positivas (Fig. 11). Para melhor 
caracterizar a interação do complexo FtsZ-ZapA em bactérias Gram-positivas, idealizamos 
resolver a estrutura de ZapA de B. subtilis. Por limitações técnicas, uma vez que BsZapA não 
era estável nas condições necessárias para resolução estrutural por RMN, utilizamos a 
proteína de G. stearothermophilus, um organismo Gram-Positivo cuja proteína ZapA possui 
relativa identidade com a BsZapA (Fig. 11) e estabilidade em altas concentrações por mais de 
7 dias. 
 
Figura 11 – Alinhamento entre a proteína de ZapA de diferentes espécies. 
Alinhamento realizado no site uniprot.org.br, calculado pelo Clusta Omega, entre a proteína ZapA de 
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4.1 Otimização da estabilidade de GsZapA necessária para os 
experimentos de RMN 
A proteína ZapA de G. stearothermophilus utilizada nos experimentos de RMN 
possui três resíduos de aminoácidos adicionais em sua região N-terminal, remanescentes do 
sítio de trombina, utilizado para clivagem da cauda de histidina (GSH). A estrutura depositada 
no PDB numera a proteína a partir dos resíduos oriundos da clivagem cauda de Histidina, para 
facilitar a comparação com a proteína ZapA de B. subtilis, consideraremos os resíduos GSH 
com numeração negativa e começarem a contagem pela metionina inicial da proteína. A 
cauda C-terminal sofria proteólise e por este motivo foi realizada uma deleção nos 8 resíduos 
C-terminais. Durantes os testes iniciais, foi observado que os resíduos de asparagina sofriam 
deamidação e por isso mudavam seus deslocamentos químicos nos espectros de NHSQC e, 
portanto, foram trocadas por glutaminas (Fig. 12). Foram realizados ensaios de duplo híbrido 
que confirmaram que este mutante mantinha sua capacidade de interação com FtsZ (dados 
não publicados, obtidos no laboratório do Dr. Frederico José Gueiros-Filho). 
 
Figura 12 - Comparação entre ZapA selvagem de G. stearothermophilus e o mutante utilizado 
para os experimentos de RMN 
A proteína mutante possui 3 resíduos de inserção N-terminal remanescente do sítio de clivagem da 
cauda de Histidina (GSH), substituição de todas as asparaginas por glutaminas e deleção de 8 
resíduos na região C-terminal. 
  
4.2 Resolução da estrutura de GsZapA por RMN 
A primeira etapa para resolução estrutural de uma proteína por RMN é o 
assinalamento dos resíduos de aminoácidos, que consiste em identificar quais picos do 
espectro de 
15
NHSQC correspondem a cada aminoácido. O assinalamento foi realizado de 
forma manual, com auxílio do programa Sparky
® 
e posteriomente confirmado no NMRView. 
Nós nos baseamos em duas referências que nos guiaram na montagem deste “quebra cabeça”: 
a sequência primária da proteína e uma tabela contendo o deslocamento químico médio 
calculado para cada átomo (obtida no site do banco de dados de RMN BMRB CSI), que varia 
de acordo com o aminoácido e o ambiente químico em que este átomo se encontra. Inicia-se 
selecionando um pico no 
15
NHSQC (resíduo i), onde podemos observar o deslocamento 
químico do nitrogênio (eixo Y) e do hidrogênio (eixo X).  Em uma janela em paralelo, 
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NHSQC: (1) CBCAcoNH – com este experimento obtemos o deslocamento químico dos 
carbonos α e β (Cα e Cβ) do resíduo de aminoácido anterior ao selecionado no 
15
NHSQC (i-
1); (2) HBHAcoNH – com este experimento obtemos o deslocamento químico dos 
hidrogênios α e β do resíduo de aminoácido anterior ao selecionado no NHSQC (i-1). De 
posse dos deslocamentos químicos: (1) nitrogênio e hidrogênio do resíduo “i” e (2) dos 
carbonos e hidrogênios α e β do resíduo anterior ao i (i – 1), comparamos com a tabela de 
referência e verificamos quais aminoácidos poderiam ser os resíduos “i” e “i-1”. Supondo que 
o resíduo “i” pudesse ser uma serina ou uma sreonina e que i-1 pudesse ser uma Alanina, 
verificamos se na sequência primária desta proteína, existe uma serina ou treonina precedida 
por uma Alanina. Se só houver uma opção, ou seja, se nesta sequência houver Ala-Ser e 
nenhuma Ala-Thr, então podemos assinalar cada um dos picos observados, entretanto, se não 
houver certeza, passamos para outro resíduo. Desta forma assinalamos os resíduos mais 
óbvios e os que apresentam um maior grau de dificuldade são deixados para o final, onde 
haverá menos possibilidades (grande parte dos carbonos e hidrogênios da cadeia principal já 
foram assinalados) e poderemos confirmar com o experimento NHCO e HNCACO. Neste 
experimento, assinalamos o “CO”, que é o carbono da carboxila da cadeia principal. Esta 
etapa também ajuda a desfazer ambiguidades diferenciando resíduos, que possuam valores de 
deslocamentos químicos de Cα, Cβ, Hα e Hβ próximos, pelo deslocamento químico de “CO”. 
No espectro HNCO para cada frequência de Nitrogênio, observamos o CO do resíduo anterior 
i-1 e no HNCACO obtemos o CO do resíduo i e i-1.  
Outros experimentos como o 
13
CHSQC, NOESY alifático e aromático e HCCH-
TOCSY são utilizados para assinalamento dos Hidrogênios e Carbonos da cadeia lateral. O 
13
CHSQC correlaciona hidrogênios diretamente ligados a um carbono do mesmo resíduo de 
aminoácido e o 
13
CNOESY correlaciona, para uma determinada frequência de carbono, o 
hidrogênio do grupo CH e os demais NOEs dos hidrogênios de sua vizinhança que estiverem 
a uma distância menor ou igual a 5Å. Estes espectros possuem sinais muito sobrepostos e o 
assinalamento da cadeia principal feito anteriormente é a principal base utilizada como guia 
para o assinalamento dos átomos da cadeia lateral. Mais uma vez, os valores de referência dos 
deslocamentos químicos são comparados com os da tabela de referência. Os experimentos 
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Tabela 3. Experimentos realizados para assinalamento e resolução estrutural de 
GsZapA 
experimento o que é visualizado
Espectrômetro de 900 mHz  
2D 15NHSQC N-H do mesmo resíduo
2D 13CHSQC C-H do mesmo resíduo
3D HBHA(CO)NH Hα e Hβ (i-1)
3D CBCA(CO)NH Cα e Cβ (i-1) 
3D 15N-NOESY
3D 13C-NOESY H do CH e demais H com eNOEs < 5 Å
3D 13C-NOESY-HSQC alifático NOESY , região dos resíduos alifáticos
3D 13C-NOESY-HSQC aromático NOESY , região dos resíduos aromáticos
3D 13C-HCCH-TOCSY
todos H ligados a todos os outro C da 
mesma cadeia lateral
Espectrômetro de 600 mHz
3D HNCACB Cα e Cβ (i e i-1) 
3D HNCO CO (i - 1)
3D CBCACONNH Cα e Cβ (i-1) 
3D 13C-H(CC)(CO)NH-TOCSY
3D NOESY Filtrado diferencia eNOEs intra e inter moleculares
Troca H e Deutério diferencia eNOEs intra e inter moleculares
Relaxação (NOE e NONOE) diferencia eNOEs intra e inter moleculares  
 
Foram assinalados 91% das amidas da cadeia principal. O assinalamento dos 
resíduos de ZapA pode ser observado no espectro de 
15
NHSQC, Fig. 13. Este resultado foi 
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Figura 13 – Espectro 
15
NHSQC da proteína ZapA, destacando o assinalamento da cadeia 
principal. 
Os resíduos de ZapA foram identificados com o auxílio dos software Sparky
®
 e validados com 
NMRView
® 
(Kneller & Kuntz, 1993; Johnson & Blevins, 1994) Os picos no canto superior direito do 
espectro, não assinalados, referem-se a NHs de cadeia lateral. Os picos da figura estão numerados 
considerado o início da contagem a partir dos resíduos GSH (remanescentes do sítio de trombina), 
assim como no PDB. 
 
Devido ao fato desta estrutura se apresentar como um homodímero simétrico e 
formado principalmente por α-hélices, o software utilizado para cálculo estrutural não 
consegue diferenciar alguns eNOEs intra e inter-moleculares. Para diferenciá-los, utilizamos 
um experimento de NOESY modificado (Sattler, M., Schleucher, J. and Griesinger, C., 1999) 
contendo uma sequência de pulsos capaz de suprimir o acoplamento J entre o hidrogênios 




C). O preparo 
da amostra para este experimento é diferenciado, pois precisamos misturar dímeros de ZapA 




C e não marcados. Ao misturar esta amostra, estarão 
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marcado, (2) dímero composto por ambos monômeros não marcados e (3) o dímero com 
ambos monômeros marcados. Como resultado, observamos a transferência de magnetização 
entre H do CH de um resíduo do monômero marcado que estão conectados a um CH de outro 
resíduo do monômero não marcado, ou seja, os eNOEs obtidos são exclusivamente inter-
moleculares (Fig. 14). 
 
Figura 14 – Esquema do experimento NOESY com ZapA 50% marcada com o isótopo 
13
C. 
 A ilustração demonstra como estariam as moléculas de ZapA, onde se misturou a amostra marcada 




C (cinza) e não marcada (rosa). As duas condições das extremidades não 
seriam levadas em consideração no experimento, e portanto no espectro terá apenas a informação 
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13 ILE HB 4.142 57 VAL QG1
21 VAL HB 4.723 62 GLN HG2
18 TYR QD 4.400 58 LEU QD2
18 TYR QD 4.257 57 VAL QG1
20 ILE QG2 4.780 58 LEU QD1
20 ILE QG2 4.362 58 LEU QD2
31 LEU QD2 4.253 68 LEU QD1
32 VAL QG1 4.518 68 LEU QD1
16 GLN HB2 4.963 49 MET HG3
16 GLN HG3 4.513 49 MET HG3
35 PHE QD 3.513 64 ALA QB
35 PHE QE 4.779 64 ALA QB
36 VAL QG1 4.160 60 ALA QB
36 VAL QG2 3.175 60 ALA QB
36 VAL HB 4.727 57 VAL QG1
67 TYR QD 4.693 71 LYS QG
74 TYR QE 4.535 78 ARG HD2
74 TYR QE 4.809 78 ARG HD3
74 TYR QD 4.237 77 LEU QD1
74 TYR QD 4.414 77 LEU QD2
67 TYR QD 4.719 68 LEU QD2
67 TYR QE 4.472 68 LEU QD2
77 LEU QD2 4.065 78 ARG HB2
71 LYS HB2 4.017 70 LEU QD1
78 ARG HG2 4.402 77 LEU QD1
63 ILE QG2 4.149 60 ALA QB
61 VAL HB 4.428 36 VAL QG1
68 LEU HB2 4.182 31 LEU QD2
54 LYS HD2 4.506 16 GLN HB3
54 LYS HD3 4.425 16 GLN HB3
58 LEU QD2 4.099 20 ILE QD1
61 VAL QG1 4.087 20 ILE QD1
62 GLN HG3 4.227 21 VAL HB
69 LYS HG2 4.774 24 GLU QG




Finalizado o assinalamento, foi gerada uma lista contendo o deslocamento 
químico de cada átomo da proteína. Apenas as informações dos deslocamentos dos 
Hidrogênios são utilizadas pelo software Cyana (Güntert et al, 1997; Güntert, 2004). Este 
software possui algoritmos capazes de calcular a estrutura de uma proteína a partir de 
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molecular de ângulos torcionais entre as ligações de cada átomo de todos resíduos, 
calcular/pontuar a energia do sistema, informações de volume de cada resíduo (evitando 
conformações em que ocorra impedimento estérico). É nesta etapa que são adicionadas as 
informações obtidas no NOESY filtrado (Tabela 4). O programa calcula uma série de 
possíveis estruturas, as quais são classificadas quanto a violações de distâncias. As 20 
estruturas melhores classificadas foram selecionadas (Fig 15B) e a considerável semelhança 
entre elas (RMSD = 0,55 ± 0,02 Å) - valor calculado pelo PyMOL (DeLano, 2002), levando-
se em consideração apenas os resíduos estruturados - demonstram a convergência deste 
cálculo. A qualidade da estrutura é observada pela análise dos parâmetros contidos na tabela 
5. 
Tabela 5. Parâmetros de qualidade da estrutura de GsZapA 
RMSD entre as 20 estruturas 0,55 Å
Ramachandram
Resíduos em regiões mais favoráveis 88,9%
Resíduos em regiões com permissões adicionais 10,4%
Resíduos em regiões com permissões generosas 0,7%
Resíduos em regiões não permitidas 0%
NOEs anotados
Intra-moleculares (i) 694
Sequencial ( i + 1) 663
Distância média (i + 2; i + 3 e i + 4) 379
Distância longa (≥ 5) 388
Inter moleculares 35  
 
A Figura 15A possui a representação da superfície de apenas uma das estruturas 
de ZapA. Analisando a estrutura de ZapA obtida, é possível observar alta predominância de 
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Figura 15 - Representação da estrutura de GsZapA 
A) Superfície. Nesta representação podemos observar a superficie eletrostática da proteína. Na 
escala de cores, regiões negativas estão coloridas em vermelho e regiões positivas em azul. B) 
Diagrama de fitas. As 20 conformações possíveis de ZapA, coloridas de acordo com estrutura 
secundária: folha β (amarela), α hélice (vermelha) e voltas (verde). C) Sequência primária da proteína 
colorida de acordo com a estrutura secundária. 
 
A estrutura cristalográfica de ZapA de E. coli resolvida durante a execução deste 
trabalho. Nós comparamos a estrutura de ZapA que resolvemos (G. stearothermophilus), com 
as estruturas de suas homólogas de E. coli e P. Aeruginosa. De acordo com o cálculo de 
RMSD feito pelo programa Pymol
®
, a estrutura de Geobacilus stearothermophilus assemelha-
se mais com a estrutura de E. coli (RMSD = 1,334 Å), quando comparada com a de P. 
Aeruginosa (RMSD = 1,873 Å). A estrutura terciária de todas são bastante semelhante. Seus 
monômeros são compostos por uma folha β (formadas por 2 fitas β antiparalelas), paralelas a 
uma hélice H1, constituindo a “cabeça globular”. Em direção a região C-terminal, 
perpendicular a cabeça globular, observa-se a α hélice H2 (Fig. 16). Estes monômeros se 
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cristalizadas na forma tetramérica, onde a região C-terminal da hélice H2 conecta 2 
homodímeros (Low et al, 2004; Roach et al, 2014).  
 
Figura 16 – Comparação entre as estruturas de ZapA 
A) Comparação entre a estruturas de ZapA de: G. stearothermophilus (verde, PDB ID 2MMV), P. 
aeruginosa (azul, PDB ID 1W2E) e E. coli (magenta, PDB IB 4P1M), representadas na forma de 
diagrama de fitas. B) Sobreposição das 3 estruturas onde é possível observar a diferença de ângulo 
entre as cabeças globulares de cada ZapA, bem como a diferença na extensão da hélice H2. (Low et 
al, 2004; Roach et al, 2014). 
 
Em GsZapA observamos uma cauda N-terminal desordenada, contendo 8 resíduos 
(M4 a R11), bem maior do que é observado em EcZapA (M1 – N5) e PaZapA (M1 - Q4). 
Quando comparamos a posição da cabeça globular em relação a hélice H2, observamos que 
em P. aeruginosa, a folha β se encontra medial, já em E. coli, ela abre deslocando-se ao plano 
distal, e esta abertura é ainda mais evidente em G. stearothermophilus, onde a observamos 
bem na lateral da molécula. A hélice H1, por ser paralela a folha β, acompanha este 
movimento. Esta diferença pode interferir na angulação em que ZapA interliga os 
protofilamentos de FtsZ. A diferença mais óbvia entre as 3 estruturas é o comprimento da α 
hélice H2, uma vez que esta hélice em GsZapA contém apenas 8 voltas, em EcZapa 12 e em 
PaZapA 14 voltas de hélice. Ainda se a proteína de GsZapA não fosse truncada (8 resíduos 
CT), ela seria a menor de todas. Isto interfere na formação do tetrâmero, que possui menor 
região coiled coil C-terminal, cujos contatos são necessários para estabilização do tetrâmero. 
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cada uma das ZapAs diverge, e por consequência, a distância entre os protofilamentos de FtsZ 
conectados por elas. 
 
4.3 Cálculo da afinidade do complexo FtsZ-GsZapA por ITC 
A calorimetria de titulação isotérmica (ITC) é uma ferramenta largamente 
empregada no estudo de interação entre moléculas biológicas. Esta técnica afere o calor 
gerado ou consumido por um sistema, após a adição de um ligante. Reações exotérmicas 
liberam calor ao ambiente, endotérmicas retiram calor do sistema e, quando duas 
macromoléculas não interagem entre si, o calor é mantido constante. Foram realizados 
controles como a titulação da proteína com tampão e vice-versa para garantir que a diferença 
de calor não está relacionada com algum componente do tampão ou com a diluição da 
proteína. A proteína presente na célula deve estar cerca de dez vezes mais diluída em relação 
à presente na seringa. A titulação começa com a adição de pequenas concentrações da 
proteína da seringa à célula. Como FtsZ tende a polimerizar em altas concentrações, optamos 
por preencher a célula reacional com FtsZ e a seringa com ZapA (pois a concentração na 
seringa deve ser alta).  
Neste experimento, identificamos que a interação entre FtsZ de B. subtilis e o 
mesmo mutante de GsZapA que foi utilizado para ensaios estruturais por RMN. Não foi 
possível realizar este ensaio com BsZapA pois em todas nossas tentativas, a proteína 
precipitou na célula de reação do calorímetro. A medida experimental do KA foi de 1,06E5 ± 
1,76E4 M
-1
. Como o KD corresponde a 1/KA, o KD deste complexo é de aproximadamente 10 
µM. Este valor de KD indica afinidade baixa entre estas proteínas. O valor de ΔH negativo 
indica que a reação é exotérmica, na qual a entalpia do complexo FtsZ-ZapA é menor do que 
a entalpia dos produtos, FtsZ e ZapA (Fig. 17). 
 
 











Figura 17 - Afinidade de ZapA-FtsZ medida por ITC. 
No painel superior, dado bruto de ITC em que ZapA (na seringa, a 315 µM) foi injetada em 10 µM de 
FtsZ, no tampão 50 mM MES, 100 mM KCl, 1 mM EDTA, pH 6,5 (célula reacional 200 µL). Cada pico 
corresponde a uma injeção, e cada injeção aumentou a concentração ZapA na amostra de 3,9 µM. 
As 16 injeções mostrados aqui fornecem dados para 3,9 µM - 63 µM. No painel inferior observamos o 
cálculo integrando o calor médio / injeção, calculado pela subtração da linha de base a partir do dado 
bruto, realizado no software Origin
®
. Em vermelho observamos a titulação de ZapA no tampão; em 
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4.4 Mapeamento dos resíduos de GsZapA envolvidos na interação com 
FtsZ por RMN 
Para mapear os resíduos envolvidos na interação entre ZapA e FtsZ utilizamos o 





foi titulada com FtsZ. À medida que as duas proteínas interagem, o complexo aumenta de 
tamanho e perdemos resolução do espectro. Cada ponto da titulação levou aproximadamente 
16 h para ser adquirido, um extenso tempo de máquina, mas apenas desta forma conseguimos 
obter o sinal necessário para a titulação. 




HSQC de ZapA a 50 µM foi utilizado como referência, e a 
diminuição da intensidade de deslocamento químico de cada um dos picos de ZapA, mediante 
a adição de FtsZ, foi cuidadosamente analisada. FtsZ foi adicionada nas concentrações 10 
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Figura 18 – Titulação de ZapA com FtsZ por RMN 
Corte de espectro de NHSQC onde estão representados alguns dos picos de resíduos de aminoácido 
de ZapA discutidos neste trabalho. Os espectros em preto, vermelho, verde, azul e amarelo 
representam, respectivamente, as concentrações de ZapA / FtsZ: 50 µM / 0 µM; 50 µM / 10 µM; 50 
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Após tratarmos os dados da titulação, obtivemos uma lista contendo os valores de 
intensidade de todos os picos de cada espectro. De modo geral, a intensidade de todos os 
picos de ZapA diminui com a adição de FtsZ, entretanto apenas os que diminuem 
significativamente são representativos para esta titulação. Optamos por selecionar picos cuja 
intensidade diminuiu 58% ou mais, quando comparado com a referência (ZapA 50 µM) na 
concentração de FtsZ 10 µM (Gs T7, Y14, D17, V21, G22, A23, S25, V36, K39, S44, K46, 
Q(N)47, L55, V57, A60, E66; Bs T7, Y14, H17, V21, G22, E23, S25, V36, K39, N44, K46, 
N47, L55, V57, V60 e D66) (Fig. 19). Alguns resíduos foram desconsiderados, pois seus 
picos não estavam bem definidos e as informações de intensidade não eram precisas. As 
outras concentrações de FtsZ não foram consideradas pois houve uma perda relevante na 
resolução dos picos.  
Realizamos uma segunda classificação que levou em consideração a 
acessibilidade absoluta de cada resíduo em relação ao solvente, calculada pelo programa 
Naccess. Esta reclassificação foi realizada para buscar dentre os selecionados, os resíduos 
mais expostos. Resíduos expostos possuem chances maiores de entrarem em contato com 
proteínas parceiras e, portanto, esta análise pode nos levar a uma maior probabilidade de 
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Figura 19 - Resíduos de GsZapA cujas intensidades de pico mais diminuíram mediante adição 
de FtsZ.  
A) Gráfico da percentagem de diminuição da intensidade de pico de ZapA frente adição de FtsZ na 
razão molar 5:1 e 2,5:1. A direita, estão representadados apenas os resíduos com diminuição na 
intensidade maior que 58% e com acessibilidade maior que 30 % (calculada pelo Naccess).; B) 
Tabela dos resíduos de ZapA selecionados na titulação, a direita estão representadas apenas os que 
possuem acessibilidade maior do que 30%. O “*” significa que neste ponto da titução o pico não teve 
resolução suficiente para calcular sua intensidade com precisão, C) Representação dos resíduos 
acessiveis e selecionados na titulação em diagrama de fitas (esquerda) e superfície (direita). Na 
representação diagrama de fitas, α-hélice está corado em vermelho, folha β em amarelo e regiões 
desestruturadas em verde. O resíduo N(Q)62 não foi considerado na titulação pois seu pico estava 
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4.5 Modelagem molecular do complexo GsZapA e FtsZ  
A modelagem molecular foi realizada baseada na estrutura de GsZapA (PDB ID: 
2MMV) descrita neste relatório e a estrutura cristalográfica de FtsZ de B. subtilis (PDB ID: 
2RHO). O resíduo “Q”62 de GsZapA (N62A em BsZapA) e os resíduos identificados na 
titulação de ZapA com FtsZ por RMN guiaram a simulação. O modelo do complexo sugere o 
resíduo S13 (N-terminal desordenado) e a hélice H3 (K86-L93) de FtsZ como as principais 
regiões de interação com ZapA (Fig. 20). A hélice H1 de ZapA (A28-K46), que compreende 
os resíduos K39 e K46 selecionados na titulação, seria a principal região de interação com 
FtsZ. A serina 13 de FtsZ está a 3,5 Å de distância de K46 (ZapA), podendo ser um ponto de 
interação entre elas. Outro par de resíduos pode ser o E91 de FtsZ e a K39 de ZapA, 
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Figura 20 – Modelagem Molecular do Complexo FtsZ e ZapA 
A) Modelo do complexo FtsZ (limão) e GsZapA (magenta) representado na forma de diagrama de 
fitas, B) Esta representação chama atenção a quantidade de resíduos carregados na superfície que 
podem estar envonvidos na interação FtsZ-ZapA. C) Provável sítio de ligação FtsZ-ZapA, aumentada, 
enfocando os pares S13 e K46 / E91 e K39 e o resíduo Q65 próximo a hélice H1, supostamente 
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Como ZapA não apenas se liga à FtsZ e sim interliga protofilamentos de FtsZ, 
realizamos uma segunda modelagem, entre ZapA e um modelo de protofilamento de FtsZ. 
Este modelo de protofilamento foi feito a partir da FtsZ monomérica de B. subtilis (PDB ID 
2RHO) e a interação entre os monômeros foi baseada no dímero cristalográfico de FtsZ de 
Staphylococcus aureus (PDB ID 3VO8). Ambos protofilamentos de FtsZ interligados por 
ZapA possuem a região C-terminal voltada para baixo, sugerindo que eles possuem mesma 
polarização (Fig. 21). É possível observar que alguns resíduos da folha β, como o T7, V21, 
G22, A23 e S25 estão próximos a FtsZ, indicando que a região de interação de ZapA seria a 
lateral da cabeça globular da molécula. 
 
Figura 21 - Modelagem molecular do complexo formado pelos protofilamentos de FtsZ e 
GsZapA  
Representação da modelagem molecular proposta para 2 protofilamentos de FtsZ, paralelos entre si, 
interligados por um dímero de ZapA (vermelho). Os monômeros de FtsZ foram coloridos de diversas 
cores para serem diferenciados no polímero. A direita obsertava-se, em maior aumento, a região 
lateral de ZapA interligando 2 protofilamentos de FtsZ. 
 
Buscando identificar os pares da interação ZapA – FtsZ, calculamos todos os 
resíduos de ZapA que estão a uma distância menor ou igual 4,0 Å, e vice-versa (Fig. 22A e 
B). Dentre os pares de resíduos selecionados, verificamos quais possuíam grupos R com 
tendência a interagir entre si, por exemplo: carregado positivamente/negativamente, polar sem 
carga/sem carga ou apolar/apolar (Fig 22C). Com esta análise, identificamos 8 possíveis pares 
iônicos entre resíduos que podem ser importantes para a interação de ZapA e FtsZ, 
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hidrofóbicos são comumente envolvidos em interação proteína – proteína, mas provavelmente 
estão a mais de 4 Å de distância e por isso não serão considerados nesta análise (Fig. 22C). 
Dos resíduos identificados em GsZapA, K39, K46 e E66 (Bs K39, K46 e D66) já haviam sido 
identificados na titulação de ZapA com FtsZ por RMN; os resíduos de GsZapA H41, E42 e 
K71 (cadeia β) sofreram pouca influência na intensidade de seus deslocamentos químicos na 
titulação com FtsZ, entretanto todos estão acessíveis para possíveis interações (acessibilidade 
segundo Naccess: 128, 87 e 59, respectivamente). Dentre os resíduos identificados de FtsZ, 
um deles já havia sido estudado por nosso colaborador Dr. Frederico Gueiros-Filho. Uma 
mutação no resíduo E91 por uma valina foi selecionada por recuperar interação com 
ZapA
N62A
. Este mutante, ZapA
N62A
, foi identificado em ensaios in vivo por não ser capaz de 
suprimir completamente o fenótipo letal da super-expressão de MinD em B. subtilis (ou seja, 
perda de função, uma vez que o selvagem suprime este fenótipo). Em ensaios de microscopia 
de fluorescência, onde ZapA
N62A
 foi expresso em fusão com GFP, este mutante não é 
observado na região medial da célula (onde se localiza o anel Z), o que sugere que possui 
defeito em sua interação com FtsZ (resultados Dr. Frederico Gueiros-Filho).  
 
Figura 22 - Identificação de possíveis pares iônicos envolvidos na interação de GsZapA e FtsZ  
A) Resíduos de FtsZ próximos de ZapA. B) Resíduos de ZapA próximos de FtsZ. C) Possíveis pares 
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4.6 Análise dos pares iônicos identificados na modelagem molecular do 
complexo GsZapA-FtsZ 
As proteínas FtsZ e ZapA de Bacillus subtilis foram comparadas com 150 
homólogas mais próximas (escolhidas por menor E-value) pelo programa Consurf. 
Analisando os resíduos identificados na modelagem molecular e titulação por RMN, 
observamos que muitos dos pares iônicos identificados na modelagem molecular são 
conservados. Dentre os resíduos identificados de BsFtsZ, são considerados conservados K15, 
E39 e D97 e os de GsZapA, Y14, Q16, V21, R30, K39, H41, E42 e E66. A conservação destes 
resíduos é um indício de que é uma região importante para função ou interação de uma 
proteína, o que corrobora nossas suposições de que esta seria a região de interação entre ZapA 





, são acessíveis (acessibilidade relativa maior que 50, calculado pelo programa 
Naccess (S. Hubbard and J. Thornton)), sendo mais um indício que eles possam estar 
envolvidos nesta interação.   
 
Figura 23 – Disposição dos pares iônicos na modelagem molecular do complexo FtsZ-ZapA 
A) Destacados em verde os resíduos de FtsZ, e em roxo os de ZapA, que estariam envolvidos na 
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4.7 Mutagênese sítio dirigida de BsZapA 
Baseado na análise estrutural de GsZapA com FtsZ, selecionamos alguns resíduos 
de aminoácidos para tentar validar in vitro nossa suspeita da região de interação destas duas 
proteínas. A escolha de alguns dos mutantes foi anterior aos ensaios de titulação por RMN e 
modelagem molecular. Em GsZapA, os resíduos selecionados para mutagênese teste foram: 
R12, Y14, Q16, E45, K46, L50, N62, além dos resíduos K39 e K46, que foram testados na 
forma de duplo mutante. As mutações foram realizadas nos resíduos correspondentes na 
proteína de B. subtilis: D12A, Y14W, Q16A, E45A, K46A, L50W, N62A e os duplos 
mutantes: K39A,K46A e K39E,K46E (Fig. 24). 
,  
Figura 24 - Representação dos resíduos alterados por mutagênese sítio dirigida em BsZapA 
Os resíduos em que realizamos mutagênese sítio dirigida foram mapeados em BsZapA, modelada no 
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4.8 Avaliação da estrutura secundária dos mutantes de ZapA por 
Dicroísmo Circular. 
Através da espectroscopia de Dicroísmo Circular, verificamos que os mutantes de 
BsZapA permanecem estruturados. Tanto no espectro da proteína selvagem, quanto nos dos 
mutantes, observamos predominantemente a estrutura de α hélice, o que correlaciona com a 
estrutura de GsZapA resolvida por RMN, onde 58% dos resíduos estão ordenados em α 
hélice, e 14% em folhas β. As pequenas diferenças nas estruturas secundárias destas proteínas 
podem ser observadas na deconvolução dos dados calculada com o auxílio do site Dichroweb 
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Figura 25 - Avaliação da estrutura secundária dos mutantes de BsZapA por CD. 
A) Espectros de CD de ZapA selvagem e demais mutantes com estrutura secundária muito próxima 
do selvagem. B) Comparação entre o espectro de CD de BsZapA selvagem e dos mutantes K46A e 
K39E,K46E com a proteína selvagem. C) Deconvolução dos espectros de CD realizada pelo 
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Este experimento confirmou que a maioria os mutantes de ZapA, expressos e 
purificados de forma heteróloga, mantinha suas estruturas secundárias muito semelhantes à de 
ZapA selvagem e, portanto, possíveis diferenças na capacidade de se associar com FtsZ não 
seriam devidas a alterações no enovelamento das proteínas. Dois mutantes, o K46A e 
K39EK46E apresentaram pequena diferença em suas estruturas secundárias. 
 
4.9 Avaliação da interação ZapA-FtsZ por ensaio de co-purificação 
Os ensaios de co-purificação foram realizados para avaliar a capacidade dos 
mutantes de BsZapA de interagirem com FtsZ. Caso algum mutante de ZapA ou FtsZ perca 
sua capacidade de interagir com sua proteína parceira, FtsZ não co-eluirá com ZapA, 
indicando que o resíduo testado é importante para interação. A escolha alguns destes mutantes 
foi anterior as analises de interação FtsZ-ZapA discutida acima. Testamos três resíduos de 
BsZapA localizados na hélice H1 (Bs K39, E45, K46, correspondentes ao Gs K39, E45 e 
K46), o resíduo N62A, localizado na hélice H2 (próximo a hélice H1), dois resíduos 
localizados na folha β (Bs D12 e Q16, correspondente ao Gs R12, Q16), o Y14W, localizado 
na alça entre as duas fitas β, além do resíduo BsL50 (Gs L50), localizado na alça entre as 
hélices H1 e H2. Ao mapeá-los no modelo do complexo FtsZ-GsZapA, observamos que os 
resíduos K39, E45 e K46 estão muito próximos de resíduos de aminoácidos de FtsZ podem 
ser importantes para a interação (Fig. 26). 
 
Figura 26 Mutantes de BsZapA utilizados na copurificação e mapeados na modelo do 
complexo FtsZ-GsZapA 
Os resíduos de aminoácidos de BsZapA que foram mutados e utilizados no teste de copurificação  
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No ensaio de co-purificação do complexo ZapA-FtsZ, dois diferentes sedimentos 
de células foram misturados. Em um destes sedimentos havia sido super expressada uma FtsZ 
sem cauda de Histidina (selvagem ou o mutante FtsZ
12-315
) e no outro sedimento, uma ZapA 
com cauda de Histidina (selvagem ou mutante). O sedimento de células contendo a proteína 
ZapA selvagem foi misturada com FtsZ selvagem (controle positivo) ou com o mutante 
FtsZ
12-315
, e um sedimento de células contendo FtsZ selvagem foi misturado a cada um dos 
sedimentos de células que continham os diferentes mutantes de ZapA. Como apenas a ZapA 
continha cauda de histidina, esperávamos que apenas ela se ligasse à resina de níquel e FtsZ, 
que não possui cauda de histidina, co-purificasse apenas no caso de associar-se à ZapA. Se 
algum mutante de ZapA tivesse perdido sua interação com FtsZ, esta última não estaria 
presente na fração eluída. Na figura 27 contém o gel SDS-PAGE contendo os eluatos da co 
purificação ZapA-FtsZ. 
Figura 27 - Co-purificação de FtsZ com BsZapA. 
Análise feita com BsZapA selvagem e mutantes com a finalidade de confirmar interação com FtsZ. 
Destacado em vermelho a linha onde observamos as FtsZs e em azul, a linha na altura das bandas 
das ZapAs. Marcador Molecular (MM) Page RulerTM Prestained Protein Ladder 26616. As canaletas 
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O mutante de FtsZ
12-315
 não co-purificou com ZapA
WT
, indicando que a região N 
terminal de FtsZ é essencial para interação. Esta região está posicionada próximo aos resíduos 
E45 e K46. O duplo mutante de ZapA
K39AK46A 
, embora pouco concentrado no gel, diminuiu 
sua interação com FtsZ, quando comparado com o selvagem, corroborando com  nossa 
hipótese de que eles são importantes para interação ZapA-FtsZ. A ZapA
N62A
 também não 
copurificou FtsZ, o resíduo N62 ele está localizado a 3,3 Å de distância do resíduo K39 e sua 
troca por um aminoácido hidrofóbico (Ala) nesta região possivelmente perturbou a interação 
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Neste trabalho, apresentamos a primeira estrutura de ZapA de um organismo 
Gram-positivo, o Geobacillus stearothermophilus. As 20 estruturas, obtidas com auxílio do 
programa Cyana, apresentam grande semelhança entre si (RMSD = 0,55 ± 0,02 Å). A 
estrutura de ZapA é composta por um homodímero, com monômeros paralelos entre si. Cada 
monômero é formado por uma região N-terminal desordenada, seguido por duas fitas ß 
antiparalelas, que por sua vez é seguida por uma α hélice paralela à folha ß e uma hélice C-
terminal perpendicular à hélice N-terminal. Mostramos que a GsZapA possui a hélice H2 
mais curta, o que dificulta a estabilização do tetrâmero, além de diminuir o espaço que separa 
os protofilamentos de FtsZ, tornando-os mais justos. 
A partir da estrutura de ZapA e de ensaios de titulação por RMN com FtsZ, foi 
possível identificar os prováveis resíduos de ZapA envolvidos na interação com FtsZ. Em 
ZapA, a hélice H1, compreende os resíduos Bs K39 e K46 que possuem papel relevante na 
interação com FtsZ. O mutante pontual de BsZapA K46A não alterou de forma significativa 
sua interação com FtsZ, entretanto esta mutação associada a mutação K39A, diminuiu 
bastante a interação com FtsZ.  O resíduo BsN62, previamente identificado em ensaios de 
duplo híbrido por nossos colaboradores, está muito próximo do resíduo BsK39 (3,3 Å) e 
também interfere na interação com FtsZ. A importância destes resíduos foi confirmada por 
ensaios de co-purificação. As mutações pontuais realizadas nos resíduos pertencentes à folha 
β mantiveram a interação com FtsZ selvagem. 
Os resultados da modelagem molecular computacional realizada entre GsZapA e 
BsFtsZ reforçam a importância da hélice H1 de ZapA para interação e sugere a região de FtsZ 
envolvida na formação do complexo com ZapA contém a serina 13 e a hélice H3 de FtsZ 
(K86 a L93). O resíduo E91V, pertencente a hélice H3, já havia sido identificado em uma 
triagem realizado por nosso colaboradores onde ele resgatou a interação com o mutante N62A 
de ZapA. A superfície do complexo apresenta um grande potencial eletrostático, permitindo 
sua estabilização por pares iônicos. São possíveis pares iônicos entre GsZapA e FtsZ: K39 e 
E91; H41 e E39 ou E56; E42 e K15 ou K94; E66 e K94; K71B e E87 e por fim, o K46 e D97, 
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A modelagem molecular também nos auxiliou no entendimento de como ZapA 
interliga os protofilamentos de FtsZ. A formação de um polímero pode ser dar de três formas: 
enredamento, reticulação ou feixes. Na reticulação ocorre ligação cruzada através de ligações 
covalentes, que diminuem a fluidez dos polímeros, tornando-os muito mais rígidos. A 
formação de feixes acarreta em apenas pequenos efeitos na rigidez do polímero. O 
enredamento difere da reticulação por não possui componentes entálpicos, apenas estéricos 
(Dajkovic et al, 2010) (Fig. 28A). Estudos de reologia mostraram que em presença de ZapA, 
o modulo elástico de FtsZ enrijece significativamente, sendo 30 vezes maior do que na 
ausência de ZapA, enquanto que em presença de cálcio, a rigidez do modulo elástico aumenta 
apenas 2 vezes, sugerindo que ZapA induz a formação de polímeros por reticulação e o íon 
Ca
+2
, através de feixes  (Dajkovic et al, 2010). Até o momento não está claro na literatura 
como ZapA interliga os protofilamentos de FtsZ, mas a modelagem molecular descrita neste 
trabalho reforça a hipótese de ZapA formar polímeros de FtsZ por reticulação (Fig. 28C).     
 
Figura 28 – Reticulação dos polímeros de FtsZ por ZapA 
A)  Esquema representando as diferentes formas poliméricas: enredamento, reticulação e feixes 
(Dajkovic et al, 2010). B) Representação de como os polimeros reticulados de FtsZ se curvam, com 
auxilio de ZapA, a fim de formar o anel Z. C)Modelagem molecular de protofilamentos de FtsZ (azul) 
interligados por GsZapA (preto). As quatro imagens em sequência correspondem respecitvamente às 
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Concomitante a este trabalho, foi publicado um estudo contendo, a estrutura 
cristalográfica de ZapA de E. coli e a caracterização do perfil de alguns mutantes pontuais de 
EcZapA. Ensaios de sedimentação mostraram que os mutantes de EcZapA N28, D33A e 
R46A (Bs R30, I35 e P48; Gs R30, F35 e P48), todos localizados na hélice H1, requerem 
maior concentração de ZapA para induzir FtsZ a sedimentar. A proteína mutante D33A 
obteve a menor porcentagem de sedimentação de FtsZ em altas concentrações de ZapA e os 
mesmo ocorreu para N28A quando a concentração de ZapA e FtsZ estavam equimolar 
(4,8 µM). Os feixes de FtsZ formados com auxilio destes mutantes, observados em 
microscopia eletrônica de transmissão, são menos espessos e mais difusos. O mutante R46A 
não formou feixes, apenas protofilamentos foram observados (Roach et al, 2014). Este 
mutante está localizado na região em que se encontram os resíduos de ZapA que 
identificamos neste trabalho: Gs K39, H41, E42, K46, E66, Q(N)62 e K71 (Fig. 29).  
 
 
Figura 29 - Mapa dos mutantes de EcZapA selecionados por (Roach et al, 2014).  
A) Experimentos de sedimentação comparativo realizado com os mutantes de E.coli indentificados 
por (Roach et al, 2014). B) Mapa dos residuos indentificados por (Roach et al, 2014) na ZapA de E. 
coli. C) Mapa da região de interação de ZapA proposta por este trabalho, na ZapA de G. 
Stearothermophilus. Em vermelhos estão representados os resíduos identificados na análise da 
modelagem molecular (que se baseou nos resultados de titulação por RMN e no resíduo BsN62A) e 
em azul, o residuo “Q”65 (BsN62A), identificado por nosso grupo por perder a interação com FtsZ 
selvagem. 
 
Em suma, a análise estrutural constatou que GsZapA apresenta menos voltas de 
hélice na hélice H2, quando comparadas com PaZapA ou EcZapA, sugerindo que seu 
tetrâmero deve ser menos estável. Isto pode interferir na rigidez com que os protofilamentos 
são interligados nas diferentes espécies. Os dados do assinalamento de GsZapA apresentados 
neste trabalho poderão ser utilizados para análise de interação com outras proteínas parceiras. 
Os detalhes moleculares da interação do complexo FtsZ-ZapA descritos nesta Tese poderão 
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Bacterial division begins with the formation of a contractile protein ring at midcell, 
which constricts the bacterial envelope to generate two daughter cells. The central component of the 
division ring is FtsZ, a tubulin-like protein capable of self-assembling into filaments which further 
associate into a higher order structure known as the Z ring. Proteins that bind to FtsZ play a crucial 
role in the formation and regulation of the Z ring. One such protein is ZapA, a widely conserved 
21 kDa homodimeric protein that associates with FtsZ filaments and promotes their bundling. 
Although ZapA was discovered more than a decade ago, the structural details of its interaction with 
FtsZ remain unknown. In this work, backbone and side chain NMR assignments for the Geobacillus 
stearothermophilus ZapA homodimer are described. We titrated FtsZ into (15)N(2)H-ZapA and 
mapped ZapA residues whose resonances are perturbed upon FtsZ binding. This information 
provides a structural understanding of the interaction between FtsZ and ZapA. 
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